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(ヒト y-グルタミルトランスペプチダーゼの触媒機構における 107位
アルギニン残基と 108 位グルタミン酸残基の重要性:部位特異的変
異法による同定)
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(副査)
教授吉川 寛 教授岡本光弘
論文内容の要旨
(目的)
y- グルタミルトランスペプチダーゼ (GGT) はグルタチオンやその関連化合物の 7 ーグルタミル基を加水分解
したり，アミノ酸やペプチドのアミノ基へ転移する反応を触媒する酵素であり 大小二つのサブ、ユニットから成る糖
タンパク質である o これまで本酵素の触媒機構の研究には主に化学修飾が用いられてきたが この酵素の立体構造が
明らかにされていないこともあり その明確な触媒機構はもとより それに関与するアミノ酸残基の同定もほとんど
なされていなかった。そこで今回，部位特異的変異法によりアミノ酸置換を導入した変異酵素の性質を調べることに
より，酵素活性に重要な役割をもっアミノ酸残基の同定を試み反応機構におけるその残基の役割について検討した。
(方法および結果)
発現に使用したヒト GGT cDNA は当教室の坂室らがクローニングしたものを用いた。変異を導入する領域は， y ー
グルタミル基を加水分解する GGT 関連酵素である GGT-rel と高いホモロジーがある大サプユニット中のアミノ酸残
基で 50 位から 150 位の間とした。置換したアミノ酸は，フェニルグリオキサールによる化学修飾の報告からアルギ
ニンとリジン及び保存されているグルタミン酸とした。変異の導入は Kunkel 法により行った。発現ベクター (pSVK
3) に組み込んだ野生型及び変異酵素の cDNA を， COS-1 細胞に電気穿孔法によって導入し，酵素蛋白を一過性に
発現させた。発現された酵素の解析には細胞のホモジネートを使用した。各変異酵素蛋白の発現レベルを ELISA 法
にて測定して，それらの酵素活性を発現された蛋白あたりの相対値に補正し，野生型酵素と比較した。
その結果， 100 位のリジンをアスパラギン， 112 位， 139 位， 147 位及び 150 位の各アルギニンをグルタミンに置換
した変異酵素では野生型酵素とほぼ同じ活性を示したが， 107 位のアルギニン残基をグルタミンに置換した変異酵素
では活性は全く認められなかった。 107 位のアルギニン残基のもつ陽性電荷が重要で、ある可能性があったため，これ
をリジンに置換した。この変異酵素 (R107K) の活性は野生型の1.3 %まで回復した。また 107 位の近傍において
102 位と 108 位のクールタミン酸残基が保存されていたので，これらをグルタミンに置換した。その結果， 102 位の置
換では酵素活性には全く影響はなかったが， 108 位を置換した変異酵素 (E108Q) ではその活性が著しく低下した
(野生型の1. 7 %)。これらの変異酵素を抗ヒト腎 GGT 抗体を用いてイムノプロットを行ったところ，すべての変異
酵素は野生型と同様に大小二つのサブユニットに分かれ，糖鎖付加も起こっていることから，導入されたアミノ酸置
換は酵素のプロセッシングには影響を与えていないと考えられた。
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次に変異酵素の動力学的解析を行った。 7 ーグルタミル基のドナー基質(，ーグルタミル-3 ーカルボキシ -4-
ニトロアリニド)に対するみかけの動力学的パラメーター (appVmax ，appKm) は 150mM のアクセプター基質(グ
リシルグリシン)存在下で アクセプター基質に対しては 5mM のドナー基質存在下で求めた。野生型酵素と各変異
酵素のパラメーターを比較したところ， R107K と E108Q 以外の変異酵素は野生型酵素と全く同じ値であったo R107K 
のドナー基質の appKm は，野生型 0.82mM に対して 6.9mM と 8.4倍の値であり， appVmaxは野生型の 5.7%であっ
た。しかしながら，この変異酵素はアクセプターを添加しても活性が1.5 倍ほどにしか促進されなかった(野生型で
は約20倍促進される)ため，アクセプターに対するパラメーターは求められなかった。また，ドナーの加水分解活性
における Vmax ， Km はそれぞれ野生型の30%及び， 6.8倍であった。以上の結果から， 107 位のアルギニン残基は活
性に必須ではあるが，触媒基そのものではなく，その陽性電荷を通して基質結合に関与することが示唆された。一方，
E108Qのドナー基質に対する appKm は1.3mM と野生型に近い値であったが，アクセプター基質に対しては，野生
型8.7mM に対して 74mM と約 9 倍に増加していた。また各基質に対する appVmax は野生型の 4-5%であった。
以上の結果から 108 位のグルタミン酸は酵素活性に不可欠ではないが，アクセプター基質の結合及び触媒機構におい
て補助的な役割をもっていることが示唆された。
(総括)
1. ヒト γ ーグルタミルトランスペプチダーゼの大サフーユニット中の 107 位のアルギニンと 108 位のグルタミン酸の
置換により酵素活性が著しく減少した。
2. 107 位のアルギニン残基は酵素活性に必須であり，おそらく静電的にその陽性電荷を通して基質結合に関与する
可能性が示唆された。
3. 108 位のグルタミン酸残基は不可欠ではないが，反応機構において重要な役割をもっと考えられた。
論文審査の結果の要旨
7 ークールタミルトランスペプチダーゼはグルタチオンの分解を行い，グルタチオンのターンオーバーに重要な酵素
であるO これまで本酵素の触媒機構や活性部位の検索は，化学修飾法により行われてきたが，特定のアミノ酸酸基
が活性発現に関与しているという直接的な証拠は得られていなかった。
本研究では，部位特異的変異法を用いアミノ酸置換を導入した変異酵素を野生型酵素と比較することにより，触媒
機構において重要な役割をもっアミノ酸残基の同定を試みた。その結果， 107 位のアルギニン残基の陽性電荷は活性
発現に必須であること また 108 位のグルタミン酸残基は補助的ではあるが重要な役割を担っていることを明らかに
した。これは本酵素の触媒機構の研究に初めて遺伝子工学的手法を取り入れたものであり，触媒機構に関与するアミ
ノ酸残基の同定だけでなく，その機能にも言及している点に意義がある O
したがって，本論文は学位論文に値するものと考えられる O
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